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第 1 章 
 
 
緒言 
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本章の内容は共著者の同意が得られていないため、公表できない。 
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第２章 
 
 
経腸栄養の投与部位が GALT リンパ球数と粘膜 IgA
濃度におよぼす影響 
  
 13 
 
背景と目的 
経腸栄養は静脈栄養と比べ、腸管免疫能を始めとする感染防御能の維持に有利に働くこ
とが示されており、臨床例においても感染性合併症の発生率が低下することが報告されて
いる(Marik and Zaloga, 2001)。しかし、同じ経腸栄養であっても患者によってその投与部
位は異なる。十分量の栄養が経口摂取できれば理想的であるが、術後患者や重症患者の多
くは経管栄養に頼らざるを得ない。経管栄養の中で最も一般的なのは設置および管理が比
較的容易な胃瘻であり、経鼻胃管、経食道あるいは経胃カテーテルを用いて胃内に直接栄
養が投与される。しかし、患者の状態によっては胃瘻による栄養投与が実施しにくい、あ
るいはできない場合も少なくない。例えば重症患者では消化管運動が抑制されていること
が多く(Adam and Batson, 1997) 、そのため投与した栄養剤が腸に流れず、栄養剤が吸収され
ないばかりでなく、胃内に貯留し、嘔吐を誘発する原因にもなりうる(Kuppinger et al., 
2013; McClave et al., 2009)。このような場合、栄養チューブの先端を幽門より遠位の空腸
まで進めることで栄養剤が胃に貯留せず嘔吐の発生を抑制でき、さらに栄養投与量も増や
すことが可能になることが報告されている(Deane Adam et al., 2013)。その他、重症急性膵炎
患者のように膵外分泌を抑制したい場合(Kaushik et al., 2005)には空腸から栄養が投与さ
れることも多く、また空腸の大部分あるいは全部が切除された場合には回腸から栄養を投
与せざるを得ない場合もある。 
 しかし栄養剤の投与部位の違いが腸管免疫にどのような影響をおよぼすのかについては
 14 
 
全く明らかにされていない。経管栄養の投与部位の違いが腸管免疫にも大きな影響を与え
るのであれば、栄養投与法の選択にはこの影響も考慮する必要がある。 
そこで本章では、マウスに経口摂取、および胃瘻、空腸瘻、回腸瘻を造設して栄養管理
を行い GALT リンパ球、粘膜 IgA 濃度に関する検討を加えることで栄養剤の消化管への投
与部位の違いが腸管免疫におよぼす影響について検討した。 
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方法 
実験１ GALT リンパ球の解析 
 
供試動物 
 実験には 6 週齢の雄性 ICR マウス（n=45）を用い、経口摂取群（ORAL: n=9）、胃瘻群
（GAST: n=12）、空腸瘻群（JEJ: n=12）、回腸瘻群（ILEO: n=12）の４群に無作為に分け
た。 
動物の準備 
実験に先立ち、ORAL 群および GAST 群には胃瘻チューブ、JEJ 群、ILEO 群には腸瘻
チューブの設置を行った。チューブ設置はケタミン（100 mg/kg, SC）、キシラジン（10 mg/kg, 
SC）による全身麻酔下で行った。ORAL 群、GAST 群では麻酔下に上腹部正中切開を行い、
胃体部に 7-0 GORE-TEX Suture CV-7（W. L. Gore & Associates, Inc., Arizona, USA）
で巾着縫合をかけ 23G 針を用いて小孔を作成し、同部からシリコンチューブ（内径 0.5 mm
×外径 1.0 mm、アズワン株式会社,大阪）を 1cm胃内に挿入し、チューブの固定を行った。
チューブは背部皮下を通し、尾部から体外に出した。 
JEJ 群では同様に全身麻酔下で上腹部を切開し、幽門から肛門側 2.0 cm の部位に
GORE-TEX Suture CV-7 で巾着縫合をかけた。25G 注射針でチューブ挿入部位に小孔を
作成し、シリコンチューブ（DETAKTA, Silikon-Kautschuk-Schlauch Type 00301（内径
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0.3 mm×外径 0.4 mm、Detakta, Norderstedt, Germany,））を 1 cm 挿入し固定した。シ
リコンチューブ挿入部位から約 3 mm離れた部位の小腸にGORE-TEX Suture CV-7をか
けチューブを固定した。GAST 群と同様にチューブは背部皮下を通し、尾部から体外に出
した。 
ILEO 群も JEJ 群と同様に全身麻酔下で上腹部を切開した。盲腸を確認し、口側に向か
って約 25 cm の部位に JEJ と同様のシリコンチューブを設置した。チューブの設置は JEJ
群と同様に GORE-TEX Suture CV-7 で巾着縫合をかけ、25G注射針でチューブ挿入部位
に小孔を作成し、シリコンチューブ（DETAKTA, Silikon-Kautschuk-Schlauch Type 00301）
を 1 cm挿入、固定した。 
 
栄養剤の投与 
手術終了後、代謝ケージにマウスの尾を固定し、直ちにシリコンチューブをテルフュー
ジョン シリンジポンプ TE-331（テルモ株式会社、東京）にセットした注射器と接続した。
2 日間は、胃瘻、空腸瘻、回腸瘻から生理食塩水を 0.2 ml/ hr で持続投与し、固形飼料 MF
（オリエンタル酵母、東京）および水を自由摂取させた。GAST、JEJ、ILEO の 3 群は術
後3日から7日の5日間、標準的な総合栄養流動食（MEIBALANCE, Meiji Co., Ltd ., Tokyo, 
Japan）をチューブから 0.8ml/hr（19.2 kcal/head/day）の速度で投与した。ORAL 群は、
飲水ボトルに栄養剤を入れ自由摂取とし、胃瘻から生理食塩水を 0.2 ml/hr の速度で持続投
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与した。 
  
腸管関連リンパ装置（Gut Associated Lymphoid Tissue: GALT）リンパ球の分離 
GALT リンパ球は、ケタミン（100 mg/kg, SC）、キシラジン（10 mg/kg, SC）による全
身麻酔下で心臓穿刺による採血で安楽殺したマウス腸管のパイエル板、腸上皮間、粘膜固
有層から採取した。リンパ球の分離は Li らの方法(Li et al., 1995)を改変して行った。 
 
パイエル板（Payer’s Paches: PP）リンパ球の採取 
腸管洗浄液採取後の小腸の腸管漿膜面から確認できるパイエル板を鋏で切離、細切し 1% 
抗生物質（penicillin, streptomycin）（GIBCO, Auckland, NZ）、1% グルタミン、5% FBS、
コラゲナーゼ（Collagenase, from Clostridium histolyticum（Sigma, St. Louis, MO, USA））
40U/ml を添加した RPMI1640 25ml に浮遊させ、37℃に設定したウォーターバスで振盪
（150 rpm、60 min）した。振盪後 100μmナイロンメッシュで試料を濾過した。濾過に
より得られた液を遠心分離（1500 rpm、5 min）し、上清を廃棄し得られた細胞を 1% 抗
生物質、1%グルタミン、5% FBS加 RPMI 5ml に懸濁した。懸濁試料をトリパンブルーで
染色し、ビルゲルチュルク血球計算盤でリンパ球数を計数した。 
 
腸上皮間（Intraepithelial Space: IE）リンパ球の採取 
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 パイエル板切除後の腸管組織を翻転し、粘膜面を表に出した状態で四分割し、1 % 抗生
物質、1 % グルタミン、5 % FBS を添加した RPMI1640 40 ml を加え、37 ℃に設定した
ウォーターバスで振盪培養（150 rpm、45 min）した。振盪培養後の試料をガラスウール
カラムで濾過し、得られた試料を遠心分離（1500 rpm、10 min）後、上清を廃棄しペレッ
トを回収した。ペレットを 40 %の Percoll PLUS（GE Healthcare, Uppsala, Sweden）に
懸濁し、75 %の Percoll 上に重層し比重遠心（600 g、20 min、25 ℃）を行った。遠心分
離後、境界面に存在するリンパ球を回収した。得られたリンパ球を 1 %抗生物質、1%グル
タミン、5%FBS、を添加した RPMI1640 10 ml に懸濁し、遠心分離（1500 rpm、10 min）
後、上清を廃棄し細胞を洗浄した。得られた細胞を 1 %抗生物質、1 %グルタミン、5 %FBS
加 RPMI に懸濁した後、懸濁試料をトリパンブルーで染色し、ビルゲルチュルク血球計算
盤でリンパ球数を計数した。 
 
粘膜固有層（Lamina Propria: LP）リンパ球の採取 
前述の振盪培養後の腸管組織に抗生物質、グルタミン、FBS、コラゲナーゼを添加した
RPMI1640 30 ml を加え、37 ℃に設定したウォーターバスで振盪（150 rpm、45 min）し
た。振盪後、上清を回収し氷上で保存した。残った腸管組織に、再度、抗生物質、グルタ
ミン、FBS、コラゲナーゼを添加した RPMI1640 30 ml を加え同様の操作を二回繰り返し、
それぞれ上清を回収した。回収した上清をまとめてガラスウールカラムで濾過し、遠心分
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離（1500 rpm、10 min）後、上清を廃棄しペレットを回収した。ペレットを 40 %の Percoll
に懸濁し、75%の Percoll 上に重層し比重遠心（600 g、20 min、25 ℃）を行った。遠心分
離後、境界面のリンパ球を回収した。回収したリンパ球を 1%抗生物質、1%グルタミン、
5%FBS、を添加した RPMI1640 10ml に懸濁し、遠心分離後（1500 rpm、10 min）上清
を廃棄し細胞を洗浄した。得られた細胞を 1 %抗生物質、1 %グルタミン、5 %FBS 加 RPMI 
5ml に懸濁した後、懸濁試料をトリパンブルーで染色し、ビルゲルチュルク血球計算盤で
リンパ球数を計数した。 
 
フローサイトメトリーによるリンパ球の解析 
PP、IE、LP のリンパ球を RPMI1640 で希釈し fluorescein isothiocyanate (FITC) anti-mouse 
TCR (clone GL3, Invitrogen, Camarillo, CA)でTCR 陽性 T 細胞を標識し 、phycoerythrin 
(PE) conjugated anti-mouse TCR (clone H57-597, Pharmingen, San Diego, CA)でTCR 陽性 T
細胞を標識した。T 細胞サブセットを解析するために PE-anti-CD4 (clone RM4-5, Invitrogen) 
で CD4 陽性細胞、および FITC-anti-CD8 (clone 5H10, Invitrogen, Camarillo, CA)で CD8 陽性
細胞を標識した。また FITC-anti-CD45R (B220) (clone RA3-6B2, Invitrogen) で B 細胞を標識
した。各抗体は RPMI1640 で 1 μg/ml に希釈し、4 ℃ 30 分反応させた。RPMI1640 で各リ
ンパ球を洗浄後、1% paraformaldehyde で固定し BD FACS Calibur（Becton Dickinson, San 
Jose, CA, USA）を用いて解析した。 
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実験２ 
鼻腔洗浄液の採取 
 実験１で安楽殺したマウスの頸部気管を露出し、喉頭に向かい 18G の留置針を留置した。
留置針から、Phosphate-buffered saline 1 ml を注入し、鼻から洗浄液を回収した。採取し
た鼻腔洗浄液は-80℃で保存した。 
 
肺胞洗浄液の採取 
安楽殺したマウスの頚部気管から肺に向かい 18G 留置針を留置した。留置針から
Phosphate-buffered saline 1ml を注入後、肺胞洗浄液を回収した。採取した肺胞洗浄液は
-80℃で保存した。 
  
腸管洗浄液の採取 
安楽殺したマウスの十二指腸から回腸末端までの全小腸を採取し、腸間膜を切除した。
1% penicillin, streptomycin（GIBCO, Auckland, NZ）を添加した Hank’s balanced salt 
solution（HBSS: Sigma, St. Louis, MO, USA） 20ml で洗浄し、回収した洗浄液を遠心分
離後（2000 rpm、10 min、4℃）、上清を分離して-80℃で保存した。 
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鼻腔洗浄液、肺胞洗浄液および腸管洗浄液中 IgA 測定 
 12 g/ml の polyclonal goat anti-mouse IgA (Sigma, St. Louis, MO) を 96 穴マイクロプレート
に 50l ずつ加え固相化した（4 ℃, overnight）。各ウェルを洗浄後、1 % BSA, 0.05 % Tween20
添加 PBS 75 μl を加え、非特異反応のブロッキングを行った（37 ℃, 30 min）。標準曲線作成
のための IgA 標準試薬として purified mouse IgA (Bethyl Laboratories, Montgomery, TX)を用い
1000 ng、500 ng、250 ng、125 ng、62,5 ng、31,25 ng、15,635 ng に段階希釈した。各ウェル
を洗浄後、IgA 標準液、鼻腔洗浄液、肺胞洗浄液、および 100 倍に希釈した腸管洗浄液を各
ウェルに 50 μl 加えインキュベートした（37 ℃, 2 hr）。二次抗体（500 倍希釈の horseradish 
peroxidase conjugated goat anti-mouse IgA （Sigma, St. Louis, MO））を 50μl 加えてインキュベ
ートした（room temperature, 1hr）。各ウェルを洗浄後、SIGMAFAST™ OPD (Sigma, St. Louis, 
MO )を 100μl 加え、2 分後に 2N H2SO4を 50μl 加え反応を停止させ、マイクロプレートリ
ーダー（Multiskan FC, Thermo Fisher Scientific K.K., Yokohama）を用い 492nm で吸光度測定
を行った。 
 
統計解析 
 結果は Mean±SEM で示した。統計解析には ANOVA を用い、群間の比較には Fisher の
PLSD を用い、有意水準を p< 0.05 とした。  
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結果 
本項の内容は共著者の同意が得られていないため、公表できない。 
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考察 
本項の内容は共著者の同意が得られていないため、公表できない。 
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第３章 
 
 
回腸瘻による栄養管理が GALT リンパ球数および各
種メディエーターにおよぼす影響 
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背景と目的 
腸管内を栄養成分が通過することで消化酵素に加えて分泌される様々な消化管ホルモン
は、栄養の消化、吸収に重要な役割を果たす。一方、消化管ホルモンは消化、吸収だけで
なく代謝調節にも関わり、さらに一部のホルモンは免疫能にも影響を与える可能性が報告
されている(Sirinek and O'Dorisio, 1991)。たとえば、コレシストキニン（CCK）の静脈内
投与は TPN 管理時の GALT リンパ球数の減少を部分的に改善し、腸管免疫を修飾すること
がマウスモデルで報告されている(Keith Hanna et al., 2000)。また腸上皮の増殖を促進す
るホルモンである GLP-2 は、腸管の物理的バリアー機能、粘膜における物質透過性の調節、
腸管血流の増加に関与しているが(Bremholm et al., 2009; Burrin et al., 2001; Cottrell et 
al., 2006; Lovshin and Drucker, 2000)、腸上皮細胞と腸管の免疫細胞は相互に影響をおよ
ぼしていることから、GLP-2 の分泌の多寡により腸管免疫が変化する可能性が考えられる。
一方で、小腸における腸管内分泌細胞の分布は、腸の部位によって異なることが知られて
いる。小腸上部には脂質、タンパク質、アミノ酸等の消化を感知し、CCKを分泌する I 細
胞が多く存在する（Guyton and Hall Textbook of Medical Physiology, 12th Edition）。こ
れに対して小腸下部には GLP-2 を産生する L 細胞が多く存在している。したがって経管栄
養の投与部位の違いによってこれらの消化管ホルモンの血中や腸管組織中のレベルが異な
り、腸管免疫にも違いが生じる可能性がある。 
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腸管上皮細胞や腸管の免疫細胞などから分泌されるサイトカインも、腸管免疫の調節に
重要な役割を果たしていることが知られている。Yang らは静脈栄養を行うと腸上皮細胞に
おける IL-7 発現が低下することを報告している(Yang et al., 2007)。腸上皮細胞から分泌さ
れる IL-7 は、GALT におけるリンパ球の増殖に重要であるため、静脈栄養管理時の腸管組
織における IL-7 濃度低下が、GALT リンパ球数減少の重要な機序の一つと考えられている
(Geiselhart et al., 2001)。実際 Fukatsu らは、静脈栄養施行時に IL-7 を経静脈的に投与した
ところ、GALT リンパ球数が維持できたと報告している(Fukatsu et al., 2005)。 
さらに、腸管において Th1 系サイトカインである IFN-は IgA の産生を抑制し、逆に Th2
系サイトカインである IL-4、IL-6、IL-10 は IgA 産生を高めることが報告されているが、
マウス静脈栄養管理時には Th1/Th2 サイトカインバランスが Th1 優位となり、これが腸管
IgA 濃度の低下に関係していると報告されている(Wu et al., 1999)。このように、腸管にお
けるサイトカイン環境も GALT リンパ球数や IgA 産生能の維持に重要な働きを担っている
ものと考えられる。 
第 2 章の結果からは、栄養投与部位の違いによって GALT リンパ球数の変化が生じ、回
腸瘻からの栄養投与で IE、LP のリンパ球数が減少することが示された。このような違いが
生じる機序として、空腸側の腸管内を栄養が通過しないことによる空腸側の GALT リンパ
球数減少が生じること、さらに血中や腸管のホルモン、サイトカイン環境に変化が生じる
ことが考えられた。そこで、本章ではこれらの点を明らかにするために、ILEO 群、および
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対照群として 2 章において ORAL 群や GAST 群と比べ GALT リンパ球数減少を認めなか
った JEJ 群の口側 1/2 小腸（空腸）と、肛門側 1/2 小腸（回腸）における GALT と各種メ
ディエーターの比較を行った。同時に、腸管構造への影響を検討するために、腸重量と絨
毛高、陰窩深の測定も行った。 
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方法 
実験 1 GALT リンパ球の解析 
供試動物および手術 
 6 週齢の雄性 ICR マウス（Nippon SLC, Hamamatsu, Japan）18 匹を JEJ 群（n=9）
と ILEO群（n=9）の 2 群に無作為に分け、第 2 章と同様にケタミン（100 mg/kg, SC）、
キシラジン（10 mg/kg, SC）による全身麻酔下で経管栄養チューブを挿入・設置した。 
 手術終了後、マウスは代謝ケージに尾を固定し、術後 2 日間は生理食塩水を 0.2ml/hr で
投与し、固形飼料 MF（オリエンタル酵母、東京）および水を自由摂取させた。術後 3 日か
ら 7 日は人用半消化態流動食(MEIBALANCE; Meiji Co., Ltd., Tokyo, Japan)を 0.8ml/hr
（19.2kcal/head/day）の速度で投与した。 
 
腸管関連リンパ装置（Gut Associated Lymphoid Tissue: GALT）リンパ球の分離と解析 
5 日間の栄養管理後、マウスを全身麻酔下の心臓採血により安楽殺し、全小腸を摘出後、
口側 1/2（空腸）、肛門側 1/2（回腸）に分け、それぞれについて第 2 章と同様の方法で GALT
リンパ球（PP、IE、LP）の分離を行った。それぞれの部位で GALT リンパ球を分離後、
ビルゲルチュルク血球計算盤を用いてリンパ球数を計数し、フェノタイプの解析（TCR、
TCR、CD4、CD8、B220）を行った。 
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実験 2 血中および腸管組織中サイトカインとホルモンの測定 
供試動物および手術 
 実験 1 と同様に 6 週齢の雄性 ICR マウス（Nippon SLC, Hamamatsu, Japan）20 匹を JEJ
群（n=11）、ILEO 群（n=9）に無作為に分け、5 日間の栄養管理した後、ケタミン（100 mg/kg, 
SC）、キシラジン（10 mg/kg, SC）による全身麻酔下で採血し安楽殺を行った。血液はヘパ
リンナトリウムで抗凝固処理後、遠心分離（3000 rpm、10 min、4 ℃）して血漿を分離し
た。分離した血漿は-80℃で保存した。小腸を採取し内容物を HBSS で洗浄後、2 分割し空
腸、回腸に分けてそれぞれの重量を測定した。空腸、回腸の中央部 1cm をホルマリン固定
し、残りの小腸を液体窒素で凍結し、-80℃で保存した。 
 
腸管組織ホモジネート 
-80℃で保存した空腸および回腸に重量の 20 倍の lysing buffer（0.75 % NH4Cl, 0.01 M 
Tris, 0.005 M EDTA, プロテアーゼインヒビター（complete protease inhibitor cocktail 
tablets: Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany））を加え、30 秒間ホモジナイズ
を行った。ホモジナイズをした試料は遠心分離（14000 rpm, 45 min, 4 ℃）し上清を採取
し-80℃で保存した。 
 
ホルモンおよびサイトカイン濃度の測定 
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採取した血液および腸管ホモジネート中 CCK、GLP-2 濃度および IL-7、IL12-p70、TNF-、
IFN-、IL-6、IL-10 濃度測定した。CCK 濃度は、CCK（26-33）, Non-Sulfated, Human/ Mouse 
/ Rat, EIA kit （Phoenix Pharmaceuticals, Inc. Burlingame, CA）を用いた。測定はマイクロプ
レートリーダー（Multiskan FC, Thermo Fisher Scientific K.K., Yokohama）を用いて 450nm の
吸光度測定を行った。また GLP-2 濃度は YK142 Mouse GLP-2 EIA Kit（矢内原研究所、静
岡）を用いた。測定はマイクロプレートリーダ （ーMultiskan FC, Thermo Fisher Scientific K.K., 
Yokohama）を用いて 492nm の吸光度測定を行った。 
血液および腸管ホモジネート中 IL-7 濃度の測定には ab100714-IL-7 (Interleoukin-7) Mouse 
ELISA Kit（Abcam plc. Cambridge, UK）を用いた。測定はマイクロプレートリーダー
（Multiskan FC, Thermo Fisher Scientific K.K., Yokohama）を用いて 450nm の吸光度測定を行
った。IL12-p70、TNF-、IFN-、IL-6、IL-10 濃度は BD Cytometric Bead Array (CBA) Mouse 
Inflammation Kit（BD Biosciences, San Diego,CA）を用い、フローサイトメーター（BD 
accuri C6, BD Biosciences, San Jose,CA）で測定した。データの解析には FCAP Array 
Software Version 3.0（BD Biosciences, San Jose,CA）を用いた。 
 
病理組織学的検討 
ホルマリン固定した空腸および回腸組織の HE 染色を行い、空腸、回腸の絨毛高および陰
窩深を計測した。観察、計測には光学顕微鏡 BX43（オリンパス株式会社、東京）、DP-21-SAL
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（オリンパス株式会社、東京）を用いた。絨毛がほぼ垂直に切れている部位で、それぞれ
を 5 から 8 個測定し、その平均値を求めた。 
 
統計解析 
 結果は Mean±SEM で示した。群間の比較に Mann-Whitney U test、または unpaired t-test
を用い、有意水準を p< 0.05 とした。 
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結果 
本項の内容は共著者の同意が得られていないため、公表できない。 
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考察 
本項の内容は共著者の同意が得られていないため、公表できない。
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第４章 
 
 
新規栄養製剤が GALT リンパ球数および粘膜 IgA 
濃度におよぼす影響 
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第 3 章において、回腸からの半消化態栄養剤の投与により腸管組織のサイトカイン環境
が炎症性に傾くことが示され、このサイトカイン環境の変化が GALT リンパ球数の減少に
関与していることが示唆された。GALT 維持の観点からは、可能であればより口側からの
栄養投与が望まれるが、患者の状態によっては回腸からの栄養投与を選択せざるを得ない
場合もある。しかし使用する経腸栄養剤の組成を工夫することで、腸管のサイトカイン環
境が炎症性に傾かないようにすることが可能であれば回腸瘻を用いた栄養管理であっても
GALT の維持が期待できる。 
静脈栄養に伴う GALT リンパ球数の減少、粘膜 IgA 濃度の低下に関しては、その成分を
調整、工夫によるGALTリンパ球数の減少や粘膜 IgA濃度低下改善の試みがなされており、
グルタミン、酪酸、IL-7、neuropeptide 等の静脈栄養剤中への添加は腸管免疫の改善効果
を有することが示されている(Keith Hanna et al., 2000; Li et al., 1998; Li et al., 1997; 
Murakoshi et al., 2011)。一方、経腸栄養に関しては、経腸栄養剤の組成を工夫することで
GALT リンパ球数、粘膜 IgA 濃度をさらに改善できるか否かについては十分な検討が行わ
れていない。 
牛乳中に含まれる生理活性ペプチドや、腸内細菌叢を調節する栄養成分の中には、抗炎
症作用を有するものがあることが知られている(Chatterton et al., 2013)。近年これらの性
質を利用し、ホエイペプチド、発酵乳、イソマルツロース、n-3 系多価不飽和脂肪酸、抗酸
化物質等の immunonutrients や pharmaconutrients を強化した免疫調節栄養製剤が開発
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された。この栄養剤は、CCl4 、concanavalin-A による肝障害の軽減、腸管虚血再灌流モデ
ルにおける炎症反応の軽減と生存改善効果を持つことが示されており(Kume et al., 2012; 
Nakamura et al., 2011)、回腸瘻からの栄養管理に利用すれば腸管のサイトカイン環境を調
節し、GALT リンパ球数や IgA 産生をさらに改善できるものと期待される。 
そこで、本章では経腸栄養剤の組成の工夫が腸管免疫におよぼす効果を明らかにするた
め、その基礎的検討として新規経腸栄養剤を経口的に摂取させたときの血液中、腸管粘膜
におけるサイトカイン環境、GALT のリンパ球数、粘膜 IgA 濃度におよぼす影響について
標準的な栄養剤投与と比較・検討した。 
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方法 
 
実験 1 栄養剤の違いがサイトカイン濃度に及ぼす影響 
供試動物および栄養剤 
 6 週齢の雄性 ICR マウスを標準的半消化態栄養剤（MEIBALANCE, Meiji Co., Ltd ., 
Tokyo, Japan；MBL 群：n=10.,と新規半消化態栄養剤（ MEIN®, Meiji Co., Ltd ., Tokyo, 
Japan；MEIN 群：n=10）を与える群に無作為に分け、それぞれ 7 日間自由摂食させた。
各栄養剤の組成の詳細を表１に示した。 
 
血液および腸管組織中サイトカイン濃度の測定 
７日間の栄養管理後、ケタミン（100 mg/kg, SC）、キシラジン（10 mg/kg, SC）による
全身麻酔下で採血を行い安楽殺した。採取した血液はヘパリンナトリウムで抗凝固処理後、
遠心分離（3000rpm、10min、4℃）し、血漿を分離した。分離した血漿は-80℃で保存し
た。全小腸も採取し内容物を HBSS で洗浄後、空腸、回腸に 2 分割して水分を取り除いた。
それぞれの重量を測定後、組織は液体窒素で凍結し、-80℃で保存した。第３章と同様の方
法で組織をホモジナイズし、腸管ホモジネートを回収した。 
採取した血液および腸管ホモジネート中サイトカイン濃度を BD Cytometric Bead 
Array (CBA) Mouse Inflammation Kit を用いて 第 3 章と同様の方法で測定した。 
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実験２ 栄養剤の違いが GALT リンパ球におよぼす影響 
供試動物 
6 週齢の雄性 ICR マウスを実験 1 と同様、通常食群（MBL: n=10）と免疫調節栄養群
（MEIN: n=10）に無作為に分け、それぞれの栄養剤を凍結乾燥したものを自由摂食させて
7 日間栄養管理を行った。 
 
腸管関連リンパ装置（Gut Associated Lymphoid Tissue: GALT）リンパ球の分離 
7 日間の影響管理後、マウスをケタミン（100 mg/kg, SC）、キシラジン（10 mg/kg, SC）
による全身麻酔下で安楽殺し、全小腸を摘出後、第２章と同様の方法でGALTリンパ球（PP、
IE、LP）の分離を行った。それぞれの部位で GALT リンパ球を分離後、ビルゲルチュルク
血球計算盤を用いてリンパ球数を計数し、フェノタイプの測定（TCR、TCR、CD4、
CD8、B220）を行った。 
 
実験３ 粘膜洗浄液 IgA 濃度の測定 
 6 週齢の雄性 ICR マウスを通常食群（MBL：n=13）と免疫調節栄養群（MEIN：n=13）
に無作為に分け、それぞれ 7 日間自由摂食させた。7 日間の栄養管理後、マウスをケタミン
（100 mg/kg, SC）、キシラジン（10 mg/kg, SC）による全身麻酔下で採血安楽殺を行った。
第 2 章と同様の方法で腸管洗浄液、鼻腔洗浄液、肺胞洗浄液を採取し、-80℃で保存した。
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さらに第 2 章と同様の方法で鼻腔洗浄液、肺胞洗浄液および腸管洗浄液中 IgA 測定を行っ
た。 
 
統計解析 
 結果は Mean±SEM で示した。群間の比較に unpaired t-test を用い、有意水準を p< 0.05 と
した。 
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結果 
本項の内容は共著者の同意が得られていないため、公表できない。 
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考察 
本項の内容は共著者の同意が得られていないため、公表できない。 
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第５章 
 
 
総括 
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重症患者、手術患者は低栄養状態に陥りやすく、免疫能が低下しやすいため適切な栄養
管理を行う必要がある。これらの患者に対する栄養管理法として経腸栄養の臨床的な有効
性が示されており、人では近年、広く利用されるようになっている。経腸栄養は、静脈栄
養に比べより生理的な栄養管理法であり、腸管免疫改善、腸管外の呼吸器などの粘膜免疫
の改善、肝免疫の改善、腹腔内白血球機能改善効果を持つことが明らかにされている。一
方で、経腸栄養管理を行う場合にも、その栄養投与部位により、経口摂取、経胃投与、経
小腸(空腸、回腸)投与などの方法があるが、これらの違いが腸管免疫におよぼす影響につい
てはこれまで検討が行われていなかった。そこで、本研究ではまず経腸栄養の投与部位が
腸管免疫におよぼす影響についてマウス栄養管理モデルを用いた基礎的検討を行い、さら
に腸重量、腸絨毛を評価することで腸管組織構造におよぼす影響を検討し、最後により高
い効果が期待できる栄養剤に関する検討を行った。 
その結果、経口摂取および胃瘻による栄養管理と比較して空腸瘻では鼻腔洗浄液中の IgA
濃度に低下傾向が認められ、回腸瘻ではそれに加えて、GALT 実効器官である IE、LP にお
けるリンパ球数の減少が認められた。そのため経管栄養を行う場合、経口摂取または胃瘻
からの栄養管理が望ましく、小腸からの栄養投与が余儀なくされる場合には、より口側の
腸管からの栄養投与を行うことが腸管の免疫能維持の点で有利と考えられた。また、今回
の検討では静脈栄養との比較は行っていないが、過去の静脈栄養管理による動物実験と比
較すると、今回検討したどの部位からの経腸栄養投与であっても、静脈栄養に対して腸管
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免疫維持効果が高いと考えられた。この結果から、免疫学的効果の点からはこれまで同様
に腸管が利用できる場合には回腸瘻からのであっても、静脈栄養より経腸栄養を優先すべ
きと考えられた。 
回腸瘻による栄養管理時の GALT リンパ球数減少は、栄養が内腔を通過しない空腸で減
少するという当初の仮説とは異なり、リンパ球数の減少は回腸側の小腸で起こった。腸管
のホルモンやサイトカインの検討によって、この機序として GALT リンパ球数減少が生じ
た回腸組織における炎症性変化が示唆された。過去の静脈栄養による GALT リンパ球数減
少の機序として、リンパ球増殖にかかわる IL-7 の関与が報告されていた。一方で、今回の
検討から経腸栄養の投与部位の違いによる GALT リンパ球数の変化に対しては、IL-7 によ
る影響は小さく、腸管組織における炎症性変化の影響が大きいと考えられた。興味深いこ
とに回腸瘻による栄養管理を行った場合、空腸では GALT リンパ球数の減少が起こってい
ないにも関わらず、腸絨毛の萎縮と腸管重量の低下し、腸管組織中の GLP-2 濃度との関連
が認められた。回腸瘻からの栄養投与は腸管の物理的バリアー機能という点では空腸の防
御能を低下させる可能性も示唆された。 
腸管組織における炎症性変化が GALT リンパ球数の減少の一因であれば、抗炎症効果の
ある栄養剤を利用することで、標準的な栄養剤よりも GALT リンパ球の数と機能を高める
ことが可能と考えられる。次に栄養剤の成分を変更することで、これが可能であるか検討
を加えた。その結果、抗炎症効果が期待できるホエイペプチド、発酵乳、イソマルツロー
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ス、n-3 系多価不飽和脂肪酸、抗酸化物質を強化した新規栄養製剤の投与は、腸管組織にお
ける炎症性サイトカイン濃度を低下させ、GALT リンパ球数、および腸管洗浄液中の IgA
濃度を増加させることが示された。今回の検討では経口投与で本栄養剤の GALT 修飾効果
について検討を行ったが、回腸瘻からの投与であっても腸管における炎症性変化を抑制す
ることで腸管免疫能の改善が期待できると考えられる。 
以上の結果から同じ腸管を利用した栄養管理であっても、経腸栄養の投与部位の違いが、
腸管組織におけるサイトカイン環境に影響を与え、GALT リンパ球数を修飾する可能性が
示唆された。そのため、腸瘻による栄養管理を行う場合、可能な限り口側からの栄養投与
を行うことが腸管免疫を維持するために重要であること考えられる。また栄養成分の工夫
により、腸管組織における炎症性変化を抑制し、GALT リンパ球数および腸管における IgA
濃度を増加できることが示された。この新規栄養製剤は、経腸栄養時の腸管免疫能を改善
するために有用である可能性が示された。 
栄養投与部位による GALT リンパ球数変化の機序については、リンパ球アポトーシス、
細胞増殖、ホーミングの点からより詳細な検討が今後必要である。また新規抗炎症栄養剤
の回腸瘻からの投与効果についても検討が必要と考えられる。新たに検討すべき項目が残
っているが、本研究は経腸栄養を行った場合においても、栄養投与部位の工夫と栄養成分
として immunonutrients や pharmaconutrients を応用することによって腸管免疫が大き
く影響を受けることを明らかにした。経口摂取が行えない患者に対する経管栄養による栄
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養管理のために貴重な所見が得られたと考えられる。  
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